Searching PAJ 



1/1 ^— V 



PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

(1 1 publication number : 64-0431 92 

(43)Date of publication of application : 15.02.1989 



(51)Int.Ci. C12N 15/00 

C12N 1/20 
C12N 9/06 
//(C12N 9/06 
C12R 1:19 ) 



(21 Application number : 62-199460 (71 Applicant : TOYO JOZO CO LTD 

(22)Date of filing : 1 0.08.1 987 (72)Inventor : SAGAI HITOSHI 

MASUJIMA HARUMI 
SUZUKI YASUSHI 
IKUTA SHIGERU 



(54) DNA HAVING GENETIC INFORMATION ON SARCOSINE OXIDASE AND USE THEREOF 

(57)Abstract: 

PURPOSE: To obtain sarcosine oxidase useful in the field of clinical diagnosis and research with high 
productivity using a low contaminating enzyme content without requiring an inducer in a culture medium in 
production, by applying a genetic engineering technique. 

CONSTITUTION: A polydeoxyribonucleic acid, containing a base sequence capable of coding an amino acid 
sequence of a polypeptide which is a constituent component of sarcosine oxidase, capable of catalyzing 
enzymic reaction for producing on molecule each of glycine, formaldehyde and hydrogen peroxide from one 
molecule each of sarcosine, oxygen and hydrogen, having specificity for sarcosine, 8.0W9.5 optimum pH, 
4.7±0.1 isoelectric point and 40,000 ±4,000mol.wt. measured by a gel filtration method and stable by 
treatment at 40° C for 10min. A transformant holding the above-mentioned polydeoxyribonucleic acid is 
cultivated to afford the aimed sarcosine oxidase having <0.05 unit catalase activity, <0.0004 unit 
creatinase and <0.03 unit N~ethyl-glycine oxidase activity based on 1 unit sarcosine oxidase activity. 
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) DNA mit genetischer Information von Sarcosin oxidase 

Es wird eine neue Polydesoxyribonucleinsaure beschrie- 
ben. Die Polydesoxyribonucleinsaure hat erne Basense- 
quenz, welche fur eine Aminosauresequenz eines Polypep- 
tids codiert, welches einen Bestandteil einer Sarcosinoxida- 
se darstellt. Diese Sarcosinoxidase ist ein Enzym mit den f ol- 
genden physikochemischen Eigenschaften: 

(a) Wirkung: katalysiert eine enzymatische Reaktion, bei der 
jeweils 1 Mol Glycin, Formaldehyd und Wasserstoffperoxid 
aus jeweils 1 Mol Sarcosin, Sauerstoff und Wasser gemafc 
demfolgenden Reaktlonsschema gebiidetwird: 

Sarcosin -f- 0 2 -f H 2 0«- Glycin + Formaldehyd + H 2 O z ; 

(b) Substratspezifitat: zeigt eine Substratspezifitat gegen- 
uber Sarcosin; 

(c) optitnaler pH : 8,0 bis 9,5; 

(d) isoelektrischer Punkt:4,7 ± 0,1 ; 

(e) Molekulargewicht (bestimmt nach der Geffiitrations- 
Methode):40000±4000; 

(f) thermische Stabilitat: stabil nach Behandiung bei 40°C 
wan rend 10 Minuter. 

Sarcosinoxidase ermogiicht ein biologisches Verfahren fur 
die quantitative Analyse eines Creatinins und/oder Creatins 
und ist von Bedeutung sowohl bei Laborexperimenten als 
auch bei klinischen Diagnoseverfahren. 



BNSDOCID: <DE 3827168A1J„> 



BUNDESDRUCKEREI 01.89 808 868/482 



26/80 



OS 38 27 168 

Patentansprfiche 

L Eine Polydesoxyribonucleinsaure mit einer Basensequenz, welche eine ^mos§uresequenz ernes J?oly- 
peptids codiert, welches eine Sarcosinoxidase darstelit, dadurch gekennzeichnet, daB die Sarcosmoxidase 
diefolgendenphysikochemischenEigenschaftenaufweist: , 

(a) Wirkung: katalysiert eine enzymatische Reaktion, bei der jeweils 1 Mol Glycm, Fo ™aldehyd und 
Wassentfofrperoxid aus jeweils 1 Mol Sarcosin, Sauerstoff und Wasser gemHB dem folgenden Reak- 
tionsschema gebildet wird: 

Sarcosin + 0 2 + H 2 0— Glycin + Fonnaldehyd + H 2 0; 

(b) Substratspezifitat: zeigt eine Substratspezifitat gegeniiber Sarcosin; 

(c) optimalerpH:8,0bis9,5; 

(d) isoelektrischerPunl&t^TrfcO,!; r ^ J . JAArtAJ>jinnn 

(e) Molekulargewicht (besting 

(f) thennischeStabffitatrstab^^ 

2. Polydesoxyribonucleinsaure gemiB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die p 5> l y^!°^^ 

saure eine Basensequenz umfaBt, welche fur eine Polypeptid-Aminosauresequenz der folgenden Foraiel 

beginnend vom N-Ende, codiert: 
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A - 


-Ser 


Thr 


His 


Phe 


Gly 


Ala 


Gly 


Ser 


Met 


Tyr 


Gin 


Leu 


Ala 


Lys 


Leu 


Leu 


Val 


Asp 


Ala 


Thr 


As n 


Gly 


Ser 


His 


He 


lie 


Ar g 


His 


Ala 


Glu 


Tyr 


Val 


Pro 


Leu 


Glu 


Leu 


Trp 


Tyr 


Glu 


His 


His 


Lys 


lie 


Phe 


Leu 


Val 


Phe 


Gly 


Pro 


Phe 


Val 


Ala 


Glu 


Thr 


Glu 


His 


Ser 


Leu 


Thr 


Gly 


Asp 


Glu 


lie 


Asn 


He 


Thr 


Val 


Pro 


Glu 


Phe 


Glu 


Pro 


Asn 


Ser 


Glu 


Asn 


Cys 


He 


Arg 


Ala 


Glu 


Ala 


Arg 


Gly 


His 


Thr 


Arg 


Val 


Glu 


Pro 


Asp 


Ser 


Val 


Lys 



7 168 

Asp Val He Val Val 

Gly Met Ala Ala Gly 

Gin Gly Val Lys Thr 

Phe Asp Pro Pro His 

0 

His Gly Asp Thr Arg 

Tyr Gly Glu Gly Arg 

Ala Leu Arg Ser Gin 

Leu Glu Lys Glu Thr 

Thr Lys Thr Gly Val 

Lys Gly Glu Ser Ala 

Met Glu Ala Ala Lys 
Val Asp Leu Leu Glu 

Lys Arg Trp Pro Gly 

Asn Tyr Asn Ala lie 

Gly Val Leu Phe Ser 

Ala Tyr Arg Glu Leu 

Ala Lys Val Leu Thr 

Asp Phe Asp lie Ser 

He Glu Thr Ala Asn 
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Gly Ser Tyr Thr Ala Asp Lys Lea lie Val 
Ser Wet Gly Ala Trp Asn Ser Lys Leu Leu 
Ser Lys Leu Asn- Leu Asp lie Pro Leu Gin 
Pro Tyr Arg Gin Val Val Gly Phe Phe Glu 
Ser Asp Glu Ser Lys Tyr Ser Asn Asp lie 
Asp Phe Pro Gly Phe Met Val Glu Val Pro 
Asn Gly He Tyr Tyr Gly Phe Pro Ser Phe 
Gly Gly Cys Gly Leu Lys Leu Gly Tyr His 
Thr Phe Gly Gin Lys He Asp Pro Asp Thr 
He Asn Arg Glu Phe Gly Val Tyr Pro Glu 
Asp Glu Ser Asn Leu Arg Ala Phe Leu Glu 
Glu Tyr Met Pro Gly Ala Asn Gly Glu Leu 
Lya Arg Gly Ala Val Cys Met Tyr Thr Lys 
Thr Leu Asp Glu His Phe He He Asp Leu 
His Pro Glu His Ser Asn Val Val He Ala 
Ala Gly Phe Ser Gly His Gly Phe Lys Phe 
Ser Ser Gly Val Gly Glu Val Leu Ser Gin 
Leu Ala Leu Thr Gly Lys Thr Glu His Asp 
He Ser He Phe Ser lie Asn Arg Pro Ala 
Leu Lys Glu Ser Leu Gin Lys Thr Thr lie 
- B 
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wobei A fur einen Aminosaurerest oder ein Wasserstoffatom steht und B einen Aminosaurerest oder —OH 
bedeutet 

3. Polydesoxyribonucleinsaure gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Polydesoxyribonuclein- 
s&ure eine Basensequenz der folgenden Formel, beginnend vom 5'-Ende, aufweist: 





- AGC 


ACA 


CAT 


TTT 


GAT 


GTC 


ATC 


GTT 


GTT 


GGA 


GCT 


GGA 


TCA 


ATG 


GGA 


ATG 


GCG 


GCA 


GGT 


TAT 


CAA 


TTA 


GCA 


AAG 


CAA 


GGA 


GTC 


AAA 


ACA 


TTA 


TTA 


GTG 


GAT 


GCA 


TTT 


GAT 


CCG 


CCG 


CAT 


ACA 


AAC 


GGA 


AGC 


CAT 


CAC 


GGT 


GAT 


ACT 


CGT 


ATC 


ATC 


CGC 


CAT 


GCT 


TAC 


GGT 


GAG 


GGA 


AGA 


GAA 


TAT 


GTT 


CCT 


CTT 


GCA 


TTA 


AGA 


TCA 


CAA 


GAG 


TTA 


TGG 


TAT 


GAA 


CTA 


GAA 


AAA 


GAA 


ACA 


CAC 


CAT 


AAA 


ATA 


TTC 


ACG 


AAA ACG 


GGC 


GTA 


CTC 


GTA 


TTT 


GGT 


CCT 


AAA 


GGT 


GAA 


TCG 


GCT 


TTC 


GTT 


GCA 


GAA 


ACG 


ATG 


GAA 


GCG 


GCA 


AAG 


GAA 


CAT 


TCA 


TTG 


ACT 


GTT 


GAT 


TTA 


CTG 


GAA 


GGT 


GAT 


GAA 


ATA 


AAT 


AAG 


CGT 


TGG 


CCG 


GGT 


ATA 


ACG 


GTT 


CCG 


GAA 


AAC 


TAC >AAT 


GCT 


ATT 


TTC 


GAA 


CCG 


AAC 


TCA 


GGT 


GTA 


TTA 


TTC 


AGT 


GAA 


AAT 


TGT 


ATT 


CGT 


GCC 


TAC 


CGC 


GAG 


TTA 


GCT 


GAA 


GCG 


CGA 


GGT 


GCT 


AAA 


GTT 


CTA 


ACA 
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CAT ACA CGC GTT GAG GAC TTT GAC ATT TCA 

CCG GAC TCA GTC AAA ATC GAA ACA GCA AAT 

GGA TCA TAC ACA GCT GAT AAA TTA ATT GTT 

AGC ATG GGA GCT TGG AAT AGC AAA CTA CTT 

TCA AAA CTA AAT CTT GAC ATC CCA TTA CAG 

CCA TAT CGT CAA GTG GTA GGT TTC TTT GAA 

TCC GAT GAA TCA AAG TAT AGC AAT GAT ATT 
GAT TTC CCA GGA TTC ATG GTT GAA GTG CCA 

AAT GGT ATT TAT TAC GGA TTC CCA AGC TTC 
GGC GGC TGT GGA TTG AAA CTA GGA TAT CAT 
ACG TTC GGG CAG AAA ATT GAC CCT GAT ACA 
ATT AAT CGC GAA TTT GGC GTT TAT CCA GAA 
GAT GAA AGT AAT CTT CGC GCT TTC TTG GAA 
GAA TAT ATG CCA GGA GCA AAT GGA GAG TTA 
AAA AGA GGG GCA GTC TGC ATG TAC ACG AAA 
ACA TTA GAT GAA CAT TTC ATT ATA GAC TTA 
CAT CCT GAA CAT TCC AAC GTA GTC ATC GCT 
GCC GGC TTC TCT GGC CAT GGA TTT AAG TTT 
TCC AGT GGA GTT GGT GAA GTG CTA AGT CAA 
TTA GCT TTA ACT GGT AAA ACA GAG CAC GAT 
ATT TCA ATC TTC TCC ATT AAC CGT CCT GCT 
TTG AAA GAA TCG TTA CAA AAA ACA ACT ATC 
- Y 
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wobei X fur ein Codon mit Ausnahrne von TAA, TAG oder TGA oder fur ein Wasserstoff atom steht und Y 
ein Codon oder ein Wasserstoffatom bedeutet. 

4. Ein Transformant, umfassend eine Polydesoxyribonucleinsaure, die beziiglich des Wirts-Mikroorganis- 
mus fremd ist und die in Anspruch 1 angegebene Definition hat 

5. Transformant gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Polydesoxyribonucleinsaure die in 5 
Anspruch 2 definierte Polydesoxyribonucleinsaure ist. 

6. Transformant gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Polydesoxyribonucleinsaure die in 
Anspruch 3 definierte Polydesoxyribonucleinsaure ist 

7. Transformant gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Wirts-Mikroorganismus ein Mikroor- 
ganismus ist, der zu Escherichia coli gehort - ^ 

8. Transformant gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Transformant Escherichia coli DHI 
pOXI103 ist (hinterlegt bei Fermentation Research Institute, Agency of Industrial Science and Technology; 
Hinterlegungsnr. 1828, FERM BP-1828). 

9. Eine Sarcosinoxidase, die eine Catalase-Aktivitat von unter 0,05 Einheiten, eine Creatinase-Aktivitat von 
unter 0,0004 Einheiten und eine N-Ethylglycinoxidase-Aktivitat von unter 0,03 Einheiten pro Einheit Aktivi- 15 
tat der Sarcosinoxidase aufweist. 

10. Polypeptid mit einer Basensequenz, welche fOr eine Aminos auresequenz der folgenden Formel, begin- 
nend vom N-Ende, codiert: 
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A - 


Ser 


Thr 


His 


Phe 


Asp 


Val 


He 


Val 


Val 


Gly 


Ala 


Gly 


Ser 


Met 


Gly 


Met 


Ala 


Ala 


Gly 


Tyr 


Gin 


Leu 


Ala 


Lys 


Gin 


Gly 


Val 


Lys 


Thr 


Leu 


Leu 


Val 


Asp 


Ala 


Phe 


Asp 


Pro 


Pro 


His 


Thr 


Ass 


Gly 


Ser 


His 


His 


Gly 


Asp 


Thr 


Arg 


lie 


lie 


Arg 


His 


Ala 


Tyr 


Gly 


Glu 


Gly 


Arg 


Glu 


Tyr 


Val 


Pro 


Leu 


Ala 


Leu 


Arg 


Ser 


Gin 


Glu 


Leu 


Trp 


Tyr 


Glu 


Leu 


Glu 


Lys 


Glu 


Thr 


Bis 


His 


Lys 


He 


Phe 


Thr 


Lys 


Thr 


Gly 


Val 


Leu 


Val 


Phe 


Gly 


Pro 


Lys 


Gly 


Glu 


Ser 


Ala 


Phe 


Val 


Ala 


Glu 


Thr 


Met 


Glu 


Ala 


Ala 


Lys 


Glu 


His 


Ser 


Leu 


Thr 


Val 


Asp 


Leu 


Leu 


Glu 


Gly 


Asp 


Glu 


lie 


Asn 


Lys 


Arg 


Trp 


Pro 


Gly 


He 


Thr 


Val 


Pro 


Glu 


Asn 


Tyr 


Asn 


Ala 


lie 


Phe 


Glu 


Pro 


Asn 


Ser 


Gly 


Val 


Leu 


Phe 


Ser 


Glu 
Ala 


Asa 
Glu 


Cys 
Ala 


He 
Arg 


Arg 
Gly 


Ala 
Ala 


Tyr 
Lys 


Arg 

Val 


Glu 
Leu 


Leu 
Thr 


His 


Thr 


Arg 


Val 


Glu 


Asp 


Phe 


Asp 


He 


Ser 


Pro 


Asp 


Ser 


Val 


Lys 


lie 


Glu 


Thr 


Ala 


Asn 


Gly 


Ser 


Tyr 


Thr 


Ala 


Asp 


Lys 


Leu 


lie 


Val 




Ma t 


G 1 v 


Ala 

Ala 


Trn 


n *a u 


Ser 


L v s 


Leu 


Leu 


Ser 


Lys 


Leu 


Asn 


Leu 


Asp 


lie 


Pro 


Leu 


Gin 


Pro 


Tyr 


Arg 


Gin 


Val 


Val 


Gly 


Phe 


Phe 


Glu 
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Ser 


Asp 


Glu 


Ser 


Lys 


Tyr 


Ser 


Asn 


Asp 


He 


Asp 


Phe 


Pro 


Gly 


Phe 


Met 


Val 


Glu 


Val 


Pro 


Asn 


Gly 


He 


Tyr 


. Tyr 


Gly 


Phe 


Pro 


Ser 


Phe 


Gly 


Gly 


Cys 


Gly 


Leu 


Lys 


Leu 


Gly 


Tyr 


His 


Thr 


Phe 


Gly 


Gin 


Lys 


lie 


Asp 


Prp 


Asp 


Thr 


He 


Asa 


Arg 


Glu 


Phe 


Gly 


Val 


Tyr 


Pro 


Glu 


Asp 


Glu 


Ser 


Asn 


Leu 


Arg 


Ala 


Phe 


Leu 


Glu 


Glu 


Tyr 


Met 


Pro 


Gly 


Ala 


Asn 


Gly 


Glu 


Leu 


Lys 


Arg 


Gly 


Ala 


Val 


Cys 


Met 


Tyr 


Thr 


Lys 


Thr 


Leu 


Asp 


Glu 


His 


Phe 


He 


He 


Asp 


Leu 


His 


Pro 


Glu 


His 


Ser 


Asn 


Val 


Val 


He 


Ala 


Ala 


Gly 


Phe 


Ser 


Gly 


His 


Gly 


Phe 


Lys 


Phe 


Ser 


Ser 


Gly 


Val 


Gly 


Glu 


Val 


Leu 


Ser 


Gin 


Leu 


Ala 


Leu 


Thr 


Gly 


Lys 


Thr 


Glu 


His 


Asp 


lie 


Ser 


He 


Phe 


Ser 


He 


Asn 


Arg 


Pro 


Ala 


Leu 


Lys 


Glu 


Ser 


Leu 


Gin 


Lys 


Thr 


Thr 


He 



- B 



wobei A fur einen Aminosaurerest oder ein Wasserstoffatom steht und B einen Aminosaurerest oder —OH 
bedeutet 

1 1. Verfahren zur Herstellung einer Sarcosinoxidase, gekennzeichnet durch die folgenden Verfahrensschrit- 
te: 

Einfiihrung einer rekombinanten DNA, welehe erzeugt wurde durch Einsetzen der in Anspruch 1 definier- 
ten Polydesoxyribonucleinsaure in einen Expressionsvektor, in einen Wirts-Mikroorganismus, um so einen 
Transformanten zu erzeugen, 

Kultivierung des Transformanten, um zu bewirken, daB der Transformant die genetische Information der 
Polydesoxyribonucleinsaure weitergibt, und 

Sammlung des Polypeptide welches einen Bestandteil der Sarcosinoxidase darstellt; 
wobei die Sarcosinoxidase folgende physikochemische Eigenschaften aufweist: 

(a) Wirkung: katalysiert eine enzymatische Reaktion, bei der jeweils 1 Mol Glycin, Forrnaldehyd und 
Wasserstoffperoxid aus jeweils 1 Mol Sarcosin, Sauerstoff und Wasser gemaB dem folgenden Reak- 
tionsschema gebildet wird: 

Sarcosin + O2 + H2O--* Glycin + Forrnaldehyd -f H2O2; 

(b) Substratspezifitat: zeigt eine Substratspezifitat gegeniiber Sarcosin; 

(c) optimaler pH: 8,0 bis 9,5; 

(d) isoelektrischerPunkt:4,7 ±0,1; 

(e) Molekulargewicht (bestimmt nach der Gelfiltrations-Methode): 40 000 ±4000; 

(f) thermische Stabilitat: stabil nach Behandlung bei 40° C wahrend 1 0 Minuten. 
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12. Verfahren gemaB Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Polydesoxyribonucleinsaure die in 
Ansomch 2 deffoierte Polydesoxyribonucleinsaure ist t • •• m 

13 Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Polydesoxyribonuclerasaure die in 

Fermentation Research Institute, Agency of Industrial Science and Technology; Hmterlegungsnr. 1828, 
FERMBP-1828). 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Polydesoxyribonucleinsaure mit einer genetischen Information einer 
^WeiSunlS^ 

Sarcosinoxidase und ein Verfahren zur Herstellung derselben durch Expression mittels des Transformanten der 
eenetischenlnformationdergenanntenPolydesoxyribonucleinsaure. _ _ . 

g Sarcosinoxidase ist ein Enzym, welches eine enzymatiscteRMktta 

Formaldehyd und Wasserstoffperoxid erzeugt werden aus jeweils einem Mol Sarcosin, Sauerstoff und Wasser 
gemaB dem folgenden Reaktionsschema: 

Sarcosin + 0 2 + H 2 0->-Glycin + Formaldehyd + H 2 0 2 . 

wurde auch berichtet, daB diese Substanz in Mikroorgamsmen existiert, welche zur ^a^ng Pemcdhum [Fnselt 
W.R & Mackenzie. CG. (1970) Meth. Enzymol. 17A, W6-8811 p-*«^Arthjgjg«(gg 
28 893/1979), Bacillus (JP-OSen 52 789/1979 und 1 62 174/1986), Cylmdrocarpon (JP-OS 92 790/1981), Pseudo 
moSjP-OS43379/1985)unddemStam^ . Fr „ 

DaesslchbeiS^ 
diequanutativeBestinimungdesSarcosmsvemen^ 

vorUegt Zusatzlich ist das Enzym in einem Creatinin- oder Choun-Metabohsmus involviert SpezieH uhrt die 
Konju^ationsreaktionvon Sarcosmoxidase nut Creatinmase Oder Crea^ 

stem anwesend ist, zur Bildung von Formaldehyd und Wasserstoffperoxid und f^f^^^^S' 
ve Bestimmung von Creatinin oder Creatin in spezifischer Weise mit grofler Leichngkeit Mit Sarcosinoxidase 
wird s^nTem bSogTsches Verfahren zur quantitativen Analyse eines Creatimns und/oder Creatos zur Verf u- 
gung gestellt Die Substanz ist somit nicht nur bei Laborexperimenten von Bedeutung, sondern auch bei 

^tostaoS Mikroorganismen, aber die friiher berichtet wurde, haben i ™<**j*to 

Effizienz bei der Sarcosmoxidase-Erzeugung. Daherwar die Verwendung einer Substanz, welche dazubeitragen 
E. Te Sung wnScosinoxidaseS mduzieren, wie Cholin, Sarcosin, Creatin oder dergl unverzrchtiw 
Dte MaBnahmi fuhrt jedoch zu einer Kostensteigerung bei der Sarcosinoxidase-Erzeugung. Ferner gestaltet 
sich bei diesem Verfahren die Entfernung von anderen Enzymtypen, welche zusammen m, Sarcosmoxidase ,n 
dem kultivierten Gemisch vorliegen konnen, als auBerst schwieng. Es war somit .em kostenintensives Reim- 
tmnesverfahren erforderlich, urn eine hochreine Sarcosinoxidase zu erhalten. Die Verwendung dieser Sarcosm- 
Sa7e erSenS Mtooorganismen hat sich somit nicht immer als effektiver und bequemer Weg zur 
BereitsteUuS von Sarcosinoxidase als Reagens fur den unbeschrankten Einsatz bei Laborexperimenten oder 

be l^t^S^^Z^^6 berichtet, daB kontaminierende Enzyme, wie 
Uricase, welche in einer thermisch resistenten Sarcosinoxidase vorliegen, welche von e m ^^^ ch i. e ^"- 
ten Mikroorganismus stammt, vollstandig desaktiviert werden konnen durch erne ^^^f^J^lf; 
sinoxidase (JP-OS 1 62 174/1986). Derartige kontaminierende Enzyme, wie Catalase und Uricase, d e aus ther- 
misch resistenten Mikroorganismen stammen, sind jedoch mehr oder weniger thermisch resistent, und es ,st m 
derTatauBerstschwierig,diesekontamm^^ 

Von den Erfindern warden umfangreiche Studien mit dem Ziel durchgef iihrt, die Produktivitat der Sarcosin- 
oxidase zu verbessern, ein Verfahren zu finden, mit dem fremde, kontaminierende El ^ e e™ ,e * j£ e ™^ 
konnen, und die Produktionskosten zu reduzieren. Als Ergebnis dieser Untersuchungen ist es den Ertodern 
gelungen, ein neues Sarcosinoxidase-Gen aus einem Mikroorganismus zu erhalten und ferner dessen Primar- 
struktoranalyse aufzuklaren. Darilber Mnaus haben die Erfinder unter Anwendung von Genetic Engl neenng 
Techniken ein Verfahren entwickelt, mit dem die Sarcosinoxidase mit hoher Produkuvitdt hergestellt werden 
kann, ohne daB die Verwendung einer induzierenden Substanz in dem Kulturmedium erforderlich ist 

Es ist somit Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine Polydesoxyribonucleinsaure zu schaffen, die erne 
Basensequenz umfalt, die fur eine Aminosauresequenz eines Polypeptide codiert, welches erne Sarcosinoxidase 
darstellt, die folgende physikochemische Eigenschaften aufweist: 

(a) Wirkung: katalysiert eine enzymatische Reaktion, bei der jeweils 1 Mol Glycin, Formaldehyd und 
Wasserstoffperoxid gebildet wird aus jeweils 1 Mol Sarcosin, Sauerstoff und Wasser gemaB dem folgenden 
Reaktionsschema: 

Sarcosin + 0 2 + H 2 0-+ Glycin + Formaldehyd + H 2 Q 2 . 
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(b) Substratspezifitat: zeigt eine Substratspezifitat gegeniiber Sarcosin. 

(c) Optimaler pH: 8,0 bis 9,5. 

(d) Isoelektrischer Punkt: 4,7 ± 0,1. 

(e) Molekulargewicht (bestimmt nach dem Gelfiltrationsverfahren): 40 000 ± 4000. 

(f) Thermische Stabilitat: stabil bei Behandlung bei40°C wahrend 10 min. 5 

Weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Schaffung eines Transforrnanten, dessen Wirts-Mikroor- 
ganismen die erwahnte, spezifische Polydesoxyribonucleinsiiure besitzen. 

Es ist ferner Aufgabe der Erfindung, eine Sarcosinoxidase zu schaffen, die von diesem Transforrnanten 
gebildet wurde. I0 

ErfindungsgemaB wird ferner ein Verfahren zur Herstellung einer Sarcosinoxidase geschaffen, umfassend die 
Kultivierung des Transforrnanten unter Bewirkung des Transforrnanten, die genetische Information der erwahn- 
ten Polydesoxyribonucleinsaure weiterzugeben, und Sammlung des Polypeptids, welches einen Bestandteil der 
Sarcosinoxidase darsteilt. 

Weitere Aufgaben, Merkmale und Vorteile der Erfindung werden aus der folgenden Beschreibung deutlich. In 15 
den Figuren zeigt 

Fig. 1 eine schematische Zeichnung, in der der Aufbau des pOXIlOl-Vektors dargestellt ist; 
Fig. 2 eine ahnliche Zeichnung fur den pOXI 1 03- Vektor; 

Fig. 3-1 und 3-2 die Basensequenz der Sarcosinoxidase-Gen-DNA (von 5' bis 3') und 

Fig. 4-1 und 4-2 die Aminosauresequenz des daraus gebildeten Translationsprodukts. 20 
Die Sarcosinoxidase der vorliegenden Erfindung besitzt ais weitere enzymatische Aktivitat eine Catalaseakti- 
vitat von unter 0,05 Einheiten, eine Creatinaseaktivitat von unter 0,0004 Einheiten und einen N-Ethylglycinoxida- 
seaktivitat von unter 0,03 Einheiten pro Einheit Aktivitat der Sarcosinoxidase. Das Polypeptid, welches diese 
Sarcosinoxidase aufbaut, hat eine Aminosauresequenz, welche, beginnend vom N-terminalen Ende, die folgende 
Formel(I)aufweist: 25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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A-Ser Thr His Phe Asp Val He Val Val 
10 

Gly Ala Gly Ser Met Gly Met Ala Ala Giy 
20 

Tyr Gin Leu Ala_Lys Gin Gly Val Lys Thr 
30 

Leu Leu Val Asp Ala Phe Asp Pro Pro His 
40 

Thr Asn Gly Ser His His Gly Asp Thr Arg 
50 

He He Arg His Ala Tyr Gly Glu Gly Arg 
60 

Glu Tyr Val Pro Leu Ala Leu Arg Ser Gin 
70 

Glu Leu Trp Tyr Glu Leu Glu Lys Glu Thr 
SO 

His His Lys He Phe Thr Lys Thr Gly Val 
90 

Leu Val Phe Gly Pro Lys Gly Glu Ser Ala 
100 

Phe Val Ala Glu Thr Met Glu Ala Ala Lys 
110 

Glu His Ser Leu Thr Val Asp Leu Leu Glu 
120 

Gly Asp Glu He Asn Lys Arg Trp Pro Gly 
130 

He Thr Val Pro Glu Asn Tyr Asn Ala He 
140 

Phe Glu Pro Asn Ser Gly Val Leu Phe Ser 
150 

Glu Asn Cys He Arg Ala Tyr Arg Glu Leu 
160 

Ala Glu Ala Arg Gly Ala Lys Val Leu Thr 
170 

His Thr Arg Val Glu Asp Phe Asp He Ser 
180 

Pro Asp Ser Val Lys lie Glu Thr Ala Asn 
190 

Gly Ser Tyr Thr Ala Asp Lys Leu lie Val 
200 

Ser Met Gly Ala Trp Asn Ser Lys Leu Leu 
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210 




















Ser 


Lys 


Leu 


Asn 


Leu 


Asp 


T 1 a 

lie 


rr o 


Leu 


Gin 


220 




















Pro 


Tyr 


Arg 


Gin 


Val 


Val 


« i y 


rile 


Phe 


Glu 


230 




















Ser 


Asp 


Glu 


Ser 


Lys 


Tyr 


oer 


Asn 


Asp 


He 


240 




















Asp 


Phe 


Pro 


Gly 


Phe 


Met 


V» 1 

? a i 


n i ft 

u 1 U 


Val 


Pro 


250 




















A sn 


Gly 


lie 


Tyr 


Tyr 


Gly 


r ns 


Df A 

r r 0 


Ser 


Phe 


260 




















Gly 


Gly 


Cys 


Gly 


Leu 


Lys 


Leu 


« * y 


Tyr 


His 


270 




















Thr 


Phe 


Gly 


Gin 


Lys 


lie 


Asp 


D - « 

rro 


Asp 


Thr 


280 




















lie 


Asn 


Arg 


Glu 


Phe 


Gly 


Val 


Tyr 


Pro 


Glu 


290 




















Asp 


Glu 


Ser 


Asn 


Leu 


Arg 


A t • 

A 1 3 


roe 


Leu 


Glu 


300 




















Glu 


Tyr 


Met 


Pro 


Gly 


Ala 


A M M 

ft sn 


b t y 


Glu 


Leu 


310 




















Lys 


Arg 


Gly 


Ala 


Val 


Cys 




l yr 


Thr 


Lys 


320 




















Thr 


Leu 


Asp 


Glu 


His 


Phe 


lie 


lie 


Asp 


Leu 


330 




















His 


Pro 


Glu 


His 


Ser 


Asn 


Val 


Val 


He 


Ala 


340 




















Ala 


Gly 


Phe 


Ser 


Gly 


His 


u 1 y 


D k a 

rue 


Lys 


Phe 


350 




















Ser 


Ser 


Gly 


Val 


Gly 


Glu 


Val 


Leu 


Ser 


Gin 


360 




















Leu 


Ala 


Leu 


Thr 


Gly 


Lys 


i n r 


u 1 u 


His 


Asp 


370 




















lie 


Ser 


He 


Phe 


Ser 


He 


Asn 


Arg 


Pro 


Ala 


380 

o u u 




















Leu 


Lys 


Glu 


Ser 


Leu 


Gin 


Lys 


Thr 


Thr 


He 


- B 




( I ) 
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15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



wobei A ffir einen Aminosaurerest oder ein Wasserstoffatom steht und B einen Arninosaurerest oder —OH 55 
bedeutet 

In dem Poiypeptid der Formel (I) kann der Aminosaurerest, der durch A dargestellt wird, ein oder mehrere 
Arninosaurereste sein. Bevorzugte Beispiele fur A sind ein Wasserstoffatom, ein Methionin oder ein Signal-Poly- 
peptid Die durch B reprasentierte Gruppe kann entweder ein Saureamid oder ein oder mehrere Arninosaurere- 
ste sein. 60 

Eine Polydesoxyribonucleinsaure, die ein Sarcosinoxidase-Gen darstellt, das die oben erwahnten physikoche- 
mischen Eigenschaften aufweist, kann eine beliebige Polydesoxyribonucleinsaure sein, solange dieselbe nur das 
Sarcosinoxidase-Gen per se enthalt, welches die oben erwahnten physikochemischen Charakteristika besitzt 
Als Beispiel dieses Sarcoxinoxidase-Gens per se sei eine Polydesoxyribonucleinsaure erwahnt mit einer Basen- 
sequenz, die fur die Aminosauresequenz der folgenden Formel (II) codiert, beginnend von dem N-terminalen 65 
Ende: 
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OS 


38 


27 


168 










Ser 


Thr 


His 


Phe 


Asp 


Val 


lie 


Val 


Val 


10 




















Gly 


Ala 


Gly 


Ser 


Met 


Gly 


Met 


Ala 


Ala 


Gly 


20 




















Tyr 


Gin 


Leu 


Ala 


Lys 


Gin 


Gly 


Val 


Lys 


Thr 


30 




















Leu 


Leu 


Val 


Asp 


Ala 


Phe 


Asp 


Pro 


Pro 


His 


40 




















Thr 


Asn 


Gly 


Ser 


His 


His 


Gly 


Asp 


Thr 


Arg 


50 




















lie 


lie 


Arg 


His 


Ala 


Tyr 


Gly 


Glu 


Gly 


Arg 


60 




















Glu 


Tyr 


Val 


Pro 


Leu 


Ala 


Leu 


Ar g 


Ser 


Gin 


70 




















Glu 


Leu 


Trp 


Tyr 


Glu 


Leu 


Glu 


Lys 


Glu 


Thr 


80 




















His 


His 


Lys 


He 


Phe 


Thr 


Lys 


Thr 


Gly 


Val 


90 




















Leu 


Val 


Phe 


Gly 


Pro 


Lys 


Gly 


Glu 


Ser 


Ala 
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100 



Phe 


Val 


Ala 


Glu 


Thr 


Met 


Glu 


Ala 


Ala 


Lys 


110 




















Glu 


His 


Ser 


Leu 


Thr 


Val 


Asp 


Leu 


Leu 


Glu 


120 




















Gly 


Asp 


Glu 


He 


Asn 


Lys 


Arg 


Trp 


Pro 


Gly 


130 




















lie 


Thr 


Val 


Pro 


Glu 


Asn 


Tyr 


Asn 


Ala 


He 


140 




















Phe 


Glu 


Pro 


Asn 


Ser 


Gly 


Val 


Leu 


Phe 


Ser 


150 




















Glu 


Asn 


Cys 


lie 


Arg 


Ala 


Tyr 


Arg 


Glu 


Leu 


160 




















Ala 


Glu 


Ala 


Arg 


Gly 


Ala 


Lys 


Val 


Leu 


Thr 


170 




















His 


Thr 


Arg 


Val 


Glu 


Asp 


Phe 


Asp 


lie 


Ser 


180 




















Pro 


Asp 


Ser 


Val 


Lys 


lie 


Glu 


Thr 


Ala 


Asn 


190 




















Gly 


Ser 


Tyr 


Thr 


Ala 


Asp 


Lys 


Leu 


He 


Val 


200 




















Ser 


Met 


Gly 


Ala 


Trp 


Asn 


Ser 


Lys 


Leu 


Leu 


210 




















Ser 


Lys 


Leu 


Asn 


Leu 


Asp 


lie 


Pro 


Leu 


Gin 


220 




















Pro 


Tyr 


Arg 


Gin 


Val 


Val 


Gly 


Phe 


Phe 


Glu 


230 




















Ser 


Asp 


Glu 


Ser 


Lys 


Tyr 


Ser 


Asn 


Asp 


He 


240 




















Asp 


Phe 


Pro 


Gly 


Phe 


Met 


Val 


Glu 


Val 


Pro 


250 




















Asn 


Gly 


He 


Tyr 


Tyr 


Gly 


Phe 


Pro 


Ser 


Phe 


260 




















Gly 


Gly 


Cys 


Gly 


Leu 


Lys 


Leu 


Gly 


Tyr 


His 


270 




















Thr 


Phe 


Gly 


Gin 


Lys 


lie 


Asp 


Pro 


Asp 


Thr 


280 




















lie 


Asn 


Arg 


Glu 


Phe 


Gly 


Val 


Tyr 


Pro 


Glu 


290 




















Asp 


Glu 


Ser 


Asn 


Leu 


Arg 


Ala 


Phe 


Leu 


Glu 


300 




















Glu 


Tyr 


Met 


Pro 


Gly 


Ala 


Asn 


Gly 


Glu 


Leu 


310 




















Lys 


Arg 


Gly 


Ala 


Val 


Cys 


Met 


Tyr 


Thr 


Lys 
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38 


27 
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320 




















Thr 


Leu 


Asp 


Glu 


His 


Phe 


He 


He 


Asp 


Leu 


330 




















His 


Pro 


Glu 


His 


Ser 


Asn 


Val 


Val 


He 


Ala 


340 




















Ala 


Gly 


Phe 


Ser 


Gly 


His 


Gly 


Phe 


Lys 


Phe 


350 




















Ser 


Ser 


Gly 


Val 


Gly 


Glu 


Val 


Leu 


Ser 


Gin 


360 




















Leu 


Ala 


Leu 


Thr 


Gly 


Lys 


Thr 


Glu 


His 


Asp 


370 




















He 


Ser 


lie 


Phe 


Ser 


He 


Asn 


Arg 


Pro 


Ala 


380 




















Leu 


Lys 


Glu 


Ser 


Leu 


Gin 


Lys 


Thr 


Thr 


He 



( n ) 



Unter BerQcksichtigung der Aminosauresequenz des Polypeptide ^.^Sf^^^SS^hS 
aufbaut kann es sich bei der Polydesoxyribonucleinsaure urn erne behebige p <£^ 3 ^™°}!™fSjl X 
deln solanee diese nur ein beliebiges Codon unter elner Sene von Codons besitzt, das der jeweiligen der 
SnSS SSdSt welche dieAnrinosauresequenz der Formel (II) darsteller. Es kann sich auch urn ^ 
Polydesoxyribonucleinsaure handeln, welche an ihrem S'-Ende em oder mehrere ^ do "^ u '"S 
Nonsenscodons und/oder an ihrem 3'-Ende ein oder mehrere Codons aufweist. Eintyp^es Beispiel emer 
solchen Polydesoxyribonucleinsaure ist eine solche mit einer Basensequenz, welche, begmnend vom 5 -Ende, die 
folgende Formel (III) hat: 



X-AGC ACA CAT TTT GAT GTC ATC GTT GTT 
30 

GGA GCT GGA TCA ATG GGA ATG GCG GCA GGT 

40 60 

TAT CAA TTA GCA AAG CAA GGA GTC AAA ACA 

90 

TTA TTA GTG GAT GCA TTT GAT CCG CCG CAT 

45 



50 



55 



60 



65 
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120 


















ACA AAC 


p p A 

GGA 


a p 

AGC 


CAT 


CAC 


GGT 


GAT 


ACT 


CGT 


150 


















ATC ATC 


p #■* r* 
CGC 


p a t 

CAT 


GCT 


TAC 


GGT 


GAG 


GGA 


AGA 


180 


















GAA TAT 


p tt 
u 1 1 


PPT 


CTT 


GCA 


TTA 


AG A 


TCA 


CAA 


210 


















GAG TTA 


I u U 


TAT 
i A i 


GAA 


CTA 


GAA 


AAA 


GAA 


ACA 


240 


















CAC CAT 


A A 4 

AAA 


ATA 

ATA 


TTC 


ACG 


AAA 


ACG 


GGC 


GTA 


270 


















CTC GTA 


TTT 


r* f* 

GGT 


CCT 


AAA 


GGT 


GAA 


TCG 


GCT 


300 


















TTC GTT 


GCA 


GAA 


ACG 


ATG 


GAA 


GCG 


GCA 


AAG 


330 


















GAA CAT 


TCA 


TTG 


ACT 


GTT 


GAT 


TTA 


CTG 


GAA 


360 


















GGT GAT 


GAA 


ATA 

ATA 


AAT 


AAG 


CGT 


TGG 


CCG 


GGT 


390 


















ATA ACG 


GTT 


CCG 


GAA 


AAC 


TAC 


AAT 


GCT 


ATT 


420 


















TTC GAA 


CCG 


AAC 


TCA 


GGT 


GTA 


TTA 


TTC 


AGT 


450 


















GAA AAT 


TGT 


ATT 


CGT 


GCC 


TAC 


CGC 


GAG 


TTA 


480 


















GCT GAA 


GCG 


CGA 


GGT 


GCT 


AAA 


GTT 


CTA 


ACA 


510 


















CAT ACA 


p r r 


P TT 


GAG 


GAC 


TTT 


GAC 


ATT 


TCA 


540 


















CCG GAC 


TCA 


P T P 

GTC 


AAA 


ATC 


GAA 


ACA 


GCA 


AAT 


570 


















GGA TCA 


TAC 


ACA 


GCT 


GAT 


AAA 


TTA 


ATT 


GTT 


600 


















AGC ATG 


GGA 


GCT 


TGG 


AAT 


AGC 


AAA 


CTA 


CTT 


630 


















TCA AAA 


CTA 


AAT 


CTT 


GAC 


ATC 


CCA 


TTA 


CAG 


660 


















CCA TAT 


CGT 


CAA 


GTG 


GTA 


GGT 


TTC 


TTT 


GAA 


690 


















TCC GAT 


GAA 


TCA 


AAG 


TAT 


AGC 


AAT 


GAT 


ATT 


720 


















GAT TTC 


CCA 


GGA 


TTC 


ATG 


GTT 


GAA 


GTG 


CCA 


750 


















AAT GGT 


ATT 


TAT 


TAC 


GGA 


TTC 


CCA 


AGC 


TTC 


780 


















GGC GGC 


TGT 


GGA 


TTG 


AAA 


CTA 


GGA 


TAT 


CAT 
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810 

ACG TTC GGG CAG AAA ATT GAC CCT GAT ACA 

840 „ , 

ATT AAT CGC GAA TTT GGC GTT TAT CCA GAA 

870 

GAT GAA AGT AAT CTT CjGC GCT TTC TTG GAA 
900 

GAA TAT ATG CCA GGA GCA AAT GGA GAG TTA 
930 

AAA AGA GGG GCA GTC TGC ATG TAC ACG AAA 
960 

ACA TTA GAT GAA CAT TTC ATT ATA GAC TTA 

990 ™ 
CAT CCT GAA CAT TCC AAC GTA GTC ATC GCT 

1020 

GCC GGC TTC TCT GGC CAT GGA TTT AAG TTT 

TCC°AGT GGA GTT GGT GAA GTG CTA AGT CAA x - 

TTA°GCT TTA ACT GGT AAA ACA GAG CAC GAT 

ATT°TCA ATC TTC TCC ATT AAC CGT CCT GCT 
1140 

TTG AAA GAA TCG TTA CAA AAA ACA ACT ATC 
-Y (I) 

wobeiXfiiremCodonmitAusnahmevonTAATAGun^ 

Codon handeln, solange dasselfae nur fiir eine Aminosaure codiert Zus&tzbeh kann X an "£^ 5 :™?^^£ 
mehrere Codons besiteen. welche fiir Aminosauren codieren. Bevorzugte Beispiele fur X sind ATG oder erne 

undSoS^ 

welche fur Aminosauren codieren, wobei es in diesem Fall wiinschenswert ist, daB am 3'-Ende ckeser Codons em 

JSSSE5. welche ein Gen mit einer Basensequenz aufweist die fur eine Aminosauresequenz der Formel (II) 
colSoTer'e^^^^^ 

ganismus, welcher einen Donor des Sarcosinoxidase erzeugenden Gens darstellt Speziell 

Fen die fo genden Verf ahrensstuf en. Eine DNA dieses Mikroorganismus wird zimachst ^^Mmdg er eimgt 

A^schlieBend erfolgt eine Behandlung mit Ultraschallwellen oder mit emer Restttoonsendo ™|Iea^ D,^e 

DNA und eine lineare Expressionsvektor-DNA, welche in ahnlicher Weise verdaut wurdi ^ ^*^h eme 

Restriktionsendonuclease, werden mit einer DNA-Iigase oder dergl. verbunden (an den . *Ses^I^^ 

kohasiven Enden der beiden DNA's), urn einen geschlossenen Krejs zu bdde ^ Der 

rekombinante DNA-Vektor wird in einen ^produzierbaren W«s-M.lcroorganismu^ 

ganismen, welche diesen rekombinanten DNA-Vektor aufweisen und d ie mittek ernes Screenmg-Verf^rens 

umer Verwendung des Vektormarkers und der Sarcosinoxidase-Aktivitat als Inddcatoren gesammelt^ ^urden 

werlnkuM^^ 

und gereinigt. Daraus wird die Sarcosmoxidase-Gen-Polydesoxy^ 

Ffir die Zwecke der vorliegenden Erfindungkonnen beliebige Sarcosmoxidase erzeugende ^ Joorgamsmen 
verwendet werden, welche in der Lage sind, Sarcosinoxidase mit den vorstehend erwahnten ^ikochemischen 
Eigenschaften zu erzeugen. Als Beispiel sei Bacillus sp. B-0618-Stamm genannt, der in JP-OS 28893/1979 

^tttTrStner Mikroorganismus, dem sie Sarcosinoxidase erzeugende KWgkeit ^rVerwendu^n 
Genetic Engineering Technikenverliehenwurde, kann ebenfaUs als emSarcosinoxidase-Gen-Donator-Mikroor 
ganismus verwendet werden. 
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Das Verfahren der Sammlung einer DNA, welche durch den Gen-Donator- Mikroorganismus induziert wurde, 
wird im folgenden beispielhaft erlautert Ein bellebiger der oben erwahnten Gen-Donator-Mikroorganismen 
wird zunachst in einern fliissigen Kulturmedium unter Beliiftung 1 bis 3 Tage kultiviert Die kultivierte Bruhe 
wird zentrifugiert, um die Mikroorganismen zu sammeln. Diese werden dann zur Erzeugung einer Bacteriolyse 
lysiert, enthaltend ein Sarcosinoxidase-Gen. Fur die Bacteriolyse wird eine Behandlung mit einem die Zellwand 5 
lysierenden Enzym, wie Lysozym oder ^-Glucanase, durchgefiihrt. Gegebenenfalls erfolgt diese Behandlung in 
Kombination mit einem anderen Enzym, wie Protease, oder einem oberflachenaktiven Mittel, wie Natriumlau- 
rylsulfat. Zusatzlich kann neben der Bacteriolyse eine physikalische Verdauung der Zellwande durchgefiihrt 
werden, z. B. durch Einf rieren- Auftauen oder mittels einer f ranzosischen Presse. 

Herkommliche Verfahren der Reinigung urnfassen beispielsweise eine Deproteinbehandlung durch Phenolex- 10 
traktion, Proteasebehandlung, Ribonucleasebehandlung, Prazipitation aus Alkohol und Zentrifugieren und kon- 
nen entweder unabhangig oder in Kombination angewandt werden, um eine Abtrennung und Reinigung der 
DNA aus der Bacteriolyse zu erreichen. 

Die Verdauung der auf diese Weise abgetrennten und gereinigten DNA des Mikroorganismus kann beispiels- 
weise durchgefiihrt werden mittels einer Behandlung mit Ultraschallwellen oder eine Restriktionsendonuclease. 15 
Um eine leichte Verbindung der DNA-Fragmente und der Vektor-DNA zu gewahrleisten, ist jedoch die 
Verwendung einer Restriktionsendonuclease bevorzugt, speziell einer solchen mit einer Aktivitat fiir eine 
spezifische Nucleotidsequenz, wie EcoR I, Hind III, BamH I oder BarnH IL 

Geeignete Vektoren fur den Einsatz bei der Erfindung sind solche, welche fiir die Verwendung als genetische, 
rekombinante DNA durch kiinstliche Behandlung eines Phagen oder einer Plasmid-DNA rekonstruiert wurden 20 
und in der Lage sind, autonom in Wirtsbakterienzellen zu wachsen. 

Falls Escherichia coli als Wirts-Mikroorganismus verwendet wird, werden beispielsweise ygt • yC, ygt - yB 
oder dergl. als Phagen verwendet 

Als Plasmid werden pBR322, pBR325, pACYC184, pUC12,pUC13, pUC18, pUC19 oder dergl. verwendet, falls 
Escherichia coli der Wirts-Mikroorganismus ist, und pUBl 10, pC194 oder dergL werden verwendet, falls Bacillus 25 
subtilis der Wirts-Mikroorganismus ist Zusatzlich kann man Suttlevektoren einsetzen, welche autonom in 
Wirtsbakterienzellen wachsen konnen, und zwar in grampositiven oder gramnegativen Mikroorganismen oder 
in beiden, z. B. bei Escherichia coli oder Saccharomyces cerevisiae. Diese Vektoren werden vorteilhafterweise zu 
Vektorfragmenten verdaut unter Verwendung der gleichen Restriktionsendonuclease wie derjenigen, die zurn 
Aufbrechen der oben erwahnten Sareosinoxidase-Gen-Donator-Mikroorganismus-DNA verwendet wurde. 4 30 

Herkommliche Verfahren der Verwendung von DNA-Ligase konnen eingesetzt werden, um die bakterielle 
DNA und das Vektorfragment zu vereinigen. Beispielsweise kann das kohasive Ende der bakteriellen DNA und 
das des Vektorfragments zunachst getempert (annealed) werden und nachfolgend kann eine rekombinante DNA 
aus dem bakteriellen DNA-Fragment und dem Vektorfragment durch die Wirkung einer geeigneten DNA-Liga- 
se hergestellt werden. Falls erforderlich, kann das getemperte bakterielle DNA-Vektor-Fragment in den Wirts- 35 
Mikroorganismus eingefiihrt werden, um die rekombinante DNA mit Hilfe einer in vivo-DNA-Ligase zu 
erzeugen. 

Als Wirtsbakterien kann man beliebige Mikroorganismen verwenden, welche ein autonomes und stabiles 
Wachstum der rekombinanten DNA erlauben und die Fahigkeit zur Expression des Charakters der fremden 
DNA besitzen. Beispiele derartiger Mikroorganismen urnfassen Escherichia coli DH1, Escherichia coli HB101, 40 
Escherichia coli W3110, Escherichia coli C600 und dergU falls Escherichia coli als Wirtsbakterium verwendet 
wird. 

Die Einfiihrung der rekombinanten DNA in den Wirts-Mikroorganismus kann in Gegenwart von Calciumio- 
nen durchgefiihrt werden, wenn der Wirts-Mikroorganismus ein Bakterium der Gattung Escherichia ist. Falls 
man ein Bakterium der Gattung Bacillus als Wirts-Mikroorganismus einsetzt, so kann man entweder die 45 
kompetente Zellmethode, ein Verfahren zur elektrischen Einfiihrung der Ribosom-Rekombinant-DNA in die 
Protoplast- Wirtsbakterienzellen oder die Mikroinjektionsmethode verwenden. Es wurde festgestellt, daB die auf 
diese Weise hergestellten Transformant-Bakterien bei Kultivierung in einem Nahrmedium in stabiler Weise 
groBe Mengen Sarcosinoxidase erzeugen. 

Die Einfiihrung der zweckdienlichen DNA in den Wirts-Mikroorganismus kann verfolgt werden, indem man 50 
den Mikroorganismus ermitteit, der zur Expression eines Drogenresistenzmarkers des Vektors, auf dem die 
zweckdienliche, rekombinante DNA gehalten wird, in der Lage ist so wie gleichzeitig zur Expression von 
Sarcosinoxidase. Man kann beispielsweise diejenigen Bakterien selektieren, welche in einem selektiven Kultur- 
medium des chemischen Toleranzmarkers wachsen und Sarcosinoxidase erzeugen. 

Die rekombinante DNA, welche das Sarcosinoxidase-Gen besitzt und einmal auf diese Weise ausgewahlt 55 
wurde, kann leicht von dem Transformant- Mikroorganismus extrahiert werden fiir die Einfiihrung in ein wei te- 
res Wirtsbakterium. Alternativ kann man die Sarcosinoxidase-Gen-DNA unter Verwendung einer Restriktions- 
endonuclease oder dergl. aus einer rekombinanten DNA, welche ein Sarcosinoxidase-Gen besitzt, verdauen und 
mit einem Ende eines anderen gedffneten Vektors vereinigen, der auf ahnliche Weise erhalten wurde. Die 
rekombinante DNA mit neuen Eigenschaften, welche auf diese Weise hergestellt wurde, wird anschlieBend in eo 
den Wirts-Mikroorganismus eingefiihrt 

Eine Sarcosinoxidase-Mutein-DNA, die eine wesentliche Sarcosinoxidase-Aktivitat besitzt, ist eine Genvari- 
ante, die durch Genetic Engineering Techniken erfindungsgemaB aus einem Sarcosinoxidase-Gen erzeugt 
wurde. Dieses Mutein kann mittels verschiedener Genetic Engineering Techniken hergestellt werden, wie der 
ortsspezifischen Basenkonversionsmethode, der Substitution eines spezifischen DNA-Fragments mit einem 65 
kiinstlichen Variant-Gen und dergl. Unter den so hergestellten Sarcosinoxidase-Mutein-DNA's werden diejeni- 
gen, welche besonders ausgezeichnete Eigenschaften aufweisen, schlieBlich in einen Vektor eingesetzt zur 
Erzeugung einer rekombinanten DNA, welche dann in den Wirts-Mikroorganismus eingefiihrt wird. Nachfol- 

19 



BNSDOCID: <DE 3827168A1J„> 



OS 38 27 168 



gendkanndasSarcosinoxidase-Muteinhergestelitwerden. _ 

Die Basensequenz des nach,dem oben bescbriebenen Verfahren hergestellten Sarcosmoxidase-Gens wurde 
mit der Desoxy-Methode entschlflsselt [Science, 214, 120^ 1210 (1981)J Die Arainosauresequenz von Sarcosm- 
oxidase wurde basierendauf der Basensequenz bestimrnX 

Im folgenden wird die Methode erlautert, welche zur Bestimmung der Aminosauresequenz des Abschnitts 
angewandt wurde, der das N-Ende des Sarcosinoxidase-Peptids darstellt Der Sarcosinoxidase-Gen-Donator- 
Mikroorganisnius mit der Fahigkeit zur Erzeugung von Sarcosinoxidase wird zunachst in einem Nahrmedium 
kuitiviert, urn Sarcosinoxidase in den Bakterien zu bilden und anzureichern. Die kultivierten Baktenen werden 
von der Briihe durch Filtration, Zentrifugieren oder ahnliche Verfahren gesammelt Die gesammelten Baktenen 
werden dann verdaut, und zwar entw6der mechanisch oder enzymatisch unter Verwendung von Lysozym oder 
dergU und zu den verdauten Bakterien gibt man EDTA und/oder ein geeignetes oberflachenaktives MJttel, 
sofern erforderiich, urn Sarcosinoxidase zu solubilisieren. Diese wird anschlieBend als waBnge Ldsung abge- 
trennt Diese waBrige Losung der Sarcosinoxidase wird eingeengt oder ohne Einengung der Ammomumsulfat- 
Fraktionierung, Gelfiltration, Adsorptionschromatographie oder Ionenaustausch-Ghroraatographie ^erww* 
fen, urn hochreine Sarcosinoxidase zu erhalten. Die Aminosauresequenz des des Abschnitts, weleher das N-Ende 
des Sarcosinoxidase-Peptids darstellt, wird an dieser hochreinen Sarcosinoxidase bestimmt unter Verwendung 
eines Flussigphasen-Proteinsequenz-Analysegerats (Beckman System 890ME, hergestellt von Beckman, Inc.). 
Auf diese Weise wird festgestellt, daB die Aminosauresequenz dieses Abschnitts identisch ist nut der N-termma- 
len Aminosaure-Sequenz von der Sarcosinoxidase, die durch eine Genetic Engineering Technik erhalten wurde. 

Die Kultivierung des Transformant-Wirts-Mikroorganismus wird unter geeigneten Bedmgungen durchge- 
fuhrt wobei die Nahrstoffcharakteristika und die physiologischen Charakteristika des Wu^s-Mikroorganismus 
berucksiehtigt werden. In den meisten Fallen wird eine Hiissigkultivierung durchgenlhrt Bei einer Production 
imindustrieUenMaBstab hatsichjedoch eine Kultivierung unter tief en aeroben Ruhrbedmgungen als vorteilhat- 
ter erwiesen. Eine breite Vielfalt von Nahrstoff en, wie sie herkommlicherweise f Ur die Kultivierung von Bakte- 
rien verwendet werden, kann fur die Kultivierung des Wirts-Mikroorganismus verwendet werden. Speziell kann 
man beliebige Nahrstoff-Kohlenstoffverbindungen als Kohlenstoffquellen einsetzen, emschheBlich beispielswei- 
se Glucose, Saccharose, Lactose, Maltose, Fructose, Melassen und dergL Als StickstoffqueUen kann man bebebi- 
ge, verfiigbare Stickstoffverbindungen einsetzen, einschlieBlich Peptone, Fleischextrakte, Hefeextrakte, Casein- 
hydrolysate und dergL Andere Bestandteile einschlieBHch Sake, wie Phosphate, Carbonate und Sulfate, sowie 
Salze von Magnesium, Calcium, Kalium, Eisen, Mangan, Zink und dergL und bestimmte T^pen von Aminosauren 
oder Vitamine kdnnen verwendet werden, falls ihr Einsatz zweckmaBig ist Bei dem Verfahren ist die Verwen- 
dung von Sarcosinoxidase-induzierenden Substanzen, wie Cholin, Sarcosin, Creatm und dergL, welche bei dem 
herkommlichen Verfahren der Erzeugung von Sarcosinoxidase durch Sarcosinoxidase erzeugende Mikroorga- 
nismen erforderiich waren, nicht notig. , .. 

Die Kultivierungstemperatur kann in einem Bereich variiert werden, in dem die Bakterien waensen konnen 
und Sarcosinoxidase produzieren konnen. Der bevorzugte Temperaturbereich betragt 20 bis 42 C fiir Escnen- 
chia coli. Die Kultivierungsdauer kann in einem gewissen AusmaB in Abhangigkeit von den Kultiyierungsbedm- 
gungen variiert werden. Grundsatzlich wird die Kultivierung zu einem Zeitpunkt beendet, wenn die Ausbeute an 
Sarcosinoxidase ein Maximum erreicht Bei der gewdhnlichen Praxis dauert das etwa 12 bis 48 Stunden. Es ist 
moglich, den pH dieser Kulturmedia in einem Bereich zu andern, in dem die Bakterien wachsen und Sarcosinoxi- 
dase erzeugen konnen. Der speziell bevorzugte pH-Bera^^ m 

Sarcosinoxidase kann fur die Verwendung in Form der Kulturbriihe rnit einem Gehait der Baktenen auf be- 
wahrt werden. Im allgemeinen wird jedoch die in der Kulturbriihe enthaltene Sarcosinoxidase verwendet, 
nachdem man die Bakterien durch Filtration, Zentrifugieren oder ahnliche Verfahren abgetrennt hat Fails 
Sarcosinoxidase in den Bakterienkorpern enthalten ist, werden die Bakterien zunachst mittels Filtration oder 
Zentrifugieren abgetrennt Die gesammeiten Bakterien werden anschlieBend verdaut, und zwar entweder durch 
mechanische Mittei oder durch enzymatische Mittel unter Verwendung von Lysozym oder dergL Zu den 
verdauten Bakterien wird ein Chelatisierungsmittel, wie EDTA und/oder ein geeignetes oberflachenaktives 
Mittel, sofern erf orderlieh, gegeben, urn Sarcosinoxidase zu solubilisieren. Sarcosinoxidase wird dann als wdBri- 
50 ge Losung gesammelt . . 

Die so erhaltenen, Sarcosinoxidase enthaltenden LOsungen werden anschlieBend durch Emdampfen im vaicu- 
um oder unter Verwendung eines Filters eingeengt und einer Aussalzbehandlung mit Ainmoniumsulfat, Natn- 
umsulfat oder dergL oder einer fraktionierten Fallung unter Verwendung eines hydrophden, orgamschen Lo- 
sungsmitteis, wie Methanol, EthanoJ, Aceton oder dergL, unterworfen. Das Prazipitat wird in Wasser aufgelost 
55 und die Losung wird durch eine semipermeable Membran dialysierl, urn niedermolekulargewichtige Verunreim- 
gungen zu eliminieren. Als alternatives Verfahren kann man das Prazipitat mittels Gelfiltration, Adsorptions- 
chromatographie, Ionenaustausch-Chromatographie oder dergL unter Verwendung ernes Adsorptionsmittels 
oder eines Geffiltrationsniittels, raffinieren. Gereinigte Sarcosinoxidase wird aus einer Sarcosmoxidase enthal- 
tenden Losung, welche unter Verwendung der verschiedenen MaBnahmen erhalten wurde, durch Verdampfung 
60 imVakuum,Gefriergetrocknung oder dergL hergestellt 

Die Aktivitat der so hergestellten Sarcosinoxidase wird nach dem folgenden Verfahren gemessen. 
Zunachst wird eine Reaktionsflussigkeit der folgenden Zusammensetzung hergestellt: 
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ml 

0,2 Moi Tris-chlorwasserstoff- Puffer (pH 8,0) 0,5 

1 5 mMol 4- Aminoantipy rin 0,5 

0,2% (Gew/ Vol.) Phenol 0,5 

Peroxidase (0,5 E/ml) 0,5 

0,1 Mol Sarcosin-waBrige Losung 1,0 

Wasser 2,0 



10 



In ein Reagenzglas gibt man 0,5 ml der obigen Reaktionsfliissigkeit Die Flussigkeit wird 3 min bei 37° C erhitzt 
und mit 10 |xl einer Losung mit einem Gehalt an Sarcosinoxidase (SOX) versetzt Nachdem das Gemisch genau 
5 min bei 37° C gehalten wurde, gibt man 2,5 ml Ethanpl zu, urn die Reaktion zu beenden. Das Gemisch wird dann 
einer colorimetrischen Analyse bei einer Wellenlange von 480 nm unterworfen und der erhaltene Wert wird als 
A genommen. Wenn man die Fahigkeit der Substanz zur Erzeugung von 1 \iMol Wasserstoffperoxid/min. als 1 is 
Einheit (E) annimmt errechnet sich der Wert fur die Sarcosinoxidase- Aktivitat (SOX-Aktivitatswert: E/ml) aus 
der folgenden Gleichung: 

sox-Aktivitat = -gfiAjgm** 

17,14 x 0,05 x 0,01 x 5 20 



wobei A 0 den colorimetrischen Wert bezeichnet, cler bei 480 nm erhalten wird, wenn die Pufferlosung ohne die 
Enzymldsung verwendet wird. 
Die Aktivitaten der anderen Enzyme werden gemaB den folgenden Verfahren bestimmt 25 

(1) Messung der Catalase- Aktivitat 

In ein Reagenzglas gibt man 0,5 ml der mit 0,1 MqI Phosphatpuffer (pH 7,0) verdiinnten Enzymldsung. Nach 
Erhitzen der Losung wahrend 5 min bei 30° C gibt man P»5 ml 0,4%ige Wasserstoffperoxid-Losung zu und halt 30 
das Ganze genau 5 min bei 30° C. Nach Beendigupg der Reaktion durch Zugabe von 2,5 ml 0,1 Mol Perchlorsau- 
relqsung wird das Gemisch einer colorimetrischen Analyse unterworfen. Der erhaltene Wert wird als B bezeich- 
net Gesondert werden 0,5 ml der 0,4%igen Wasserstoffperoxidlosung in ein Reagenzglas gefullt und 5 min bei 
30° C erhitzt. Dazu gibt man 2,5 ml 0,1 Mol Perchlorsaurelosung und dann 0,5 ml der mit 0,1 Mol Phosphatpuffer 
(pH 7,0) verdiinnten Enzymldsung. Das Gemisch wird bei 240 nm der colorimetrischen Analyse unterworfen und 35 
der erhaltene Wert wird als Bo bezeichnet Wenn man die Fahigkeit der Substanz zur Erzeugung von 1 uMol 
Wasserstoffperoxid/min als 1 Einheit (E) annimmt, errechnet sich der Wert fur die Catalase- Aktivitat (CL- Aktivi- 
tatswert; E/ml) aus der folgenden Gleichung: 

CL . Akt i v i t at - * 3 ' 50 * 1 40 

CL-Aktivitat - Q04 xQ5x5 

(2) Messung der Creatinase- Aktivitat 

45 

Es werden zunachst drei Losungen hergestellt: 
Erste Losung ml 

0,2 Mol Phosphatpuffer (pH 7,5) 0,5 50 

50 mMol Creatin-waBrige Losung 4,5 
Zweite Losung: 

0,2 Mol Tris-Chlorwasserstof f saurepuf f er (pH 8) 0,5 
1 5 mMol 4- Aminoantipyrin-waBrige Losung 0,5 

0,2% Phenol 0,5 55 

Peroxidase (50 E/ml) 1 ,0 

Sarcosinoxidase (30 E/ml) 0,5 
0,5 mMol p-Chlorquecksilberbenzol 2,0 
Dritte Losung: 

0,5 mMol p-Chlorquecksilberbenzol 0,5 60 



Die erste Losung wird in ein Reagenzglas gefullt und 3 min bei 37° C erhitzt. Dazu gibt man 10u.l einer 
Enzymldsung und halt das Ganze genau 5 min bei 37°C Zu dem Gemisch gibt man 0,5 ml der dritten Losung und 
danach 0,5 ml der zweiten Losung. Nachdem dieses Gemisch weitere 20 min bei 37° C gehalten wurde, urn die 65 
Reaktion zu bewirken, werden 1,5 ml destilliertes Wasser zugesetzt und die Losung wird bei einer Wellenlange 
yon 500 nm der colorimetrischen Analyse unterworfen* Die Fahigkeit der Substanz zur Erzeugung von 1 pMol 
W^s&erstoffperoxid in 1 min wird als die Aktivitat von 1 Einheit (E) angenommen. 
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(3) Messucg der N-Ethylglycinoxidase-Aktivitat 
Zunachst wird eine Reaktionsfliissigkeit der folgenden Zusammensetzung hergestellt: 

ml 

0,2 Mol Tris-Chlorwasserstoff-Puffer (pH 8,0) 0,5 
15 mMol 4-Aminoantipyrin 0,5 
0,2% (Gew/VoL) Phenol 0,5 
Peroxidase (50 E/ml) 0,5 
1,0 Mol N-Ethylglycin-waBrige Losung 1,0 
Wasser 2,0 




und mix iu |xi emer uus sz>iiz.yui euuiaiiciiueii i_«ua>iuig vciacwu uawnusiu mau to w^~« - — - 7 

gehalten hat, gibt man 2,5 ml Ethanol zur Beendigung der Reaktion zu. Das Gemisch wird dann der colorimetn- 
schen Analyse bei elner Wellenlange von 480 mil unterworfen, und der dabei erhaltene Wert wird als A 
bezeichnet Die Fahigkeit der Substanz zur Erzeugung von 1 pMol Wasserstof fperoxid/min wird als die Einheit 
(E)derAktivitatdesEnzymsangenommen. m 

Basierend auf den obigen Verfahren zur Bestimmung der Enzymaktivitat findet man bei der Sarcosinoxidase 
der vorliegenden Erfmdung eine Catalase-Aktivitat von unter 0,05 Einheiten, eine Creatinase-Aktivitat von 
unter 0,0004 Einheiten und eine N-Ethylglycinoxidase-Aktivitat von unter 0,03 Einheiten pro Einheit der Aktivi- 
tat von Sarcosinoxidase. Es wird sornit deutlieh, daB die Sarcosinoxidase ein Enzym mit einer auBerst hohen 
Spezifitat ist und als Reagens fiir klinische Diagnoseverf ahren brauchbar ist 

Die auf diese Weise hergestellte Sarcosinoxidase besitzt die folgenden physikochemischen Eigenschaf ten. 

(a) Wirkung: Das Enzym katalysiert eine enzymatische Reaktion, bei der jeweils 1 Mol Glycin, Formaidehyd 
und Wasserstoffperoxid aus jeweils 1 Mol Sarcosin, Sauerstoff und Wasser gemaB dem folgenden Reak- 
tionsschema erzeugt wird: 

Sarcosin + 0 2 + Glycin + Formaidehyd + H2O2. 

(b) Substratspezifitat: Die Sarcosinoxidase wird in einer Menge von 0,5 E zu 0,5 ml der Reaktionsldsung 
gegeben, die 0,05 ml 0,2 M Tris-Chlorwasserstoffsaure-Puffer (pH 8,0), 0,05 ml 0,2%iges Phenol, 0,05 ml von 
0,5 mg/ml Peroxidase, 0,2 ml destilliertes Wasser und 0,20 ml einer Substratldsung der folgenden Verbin- 
dung mit 0,5 Mol Kopzentration umfaBt Man laBt die Ldsung 5 min bei 37° C reagieren. AnschlieBend 
werden 2,5 ml Ethanol zugesetzt, urn die Reaktion zu beenden. Die resultierende Losung wird bei 480 nm 
einer colorimetrischen Analyse unterzogen. Die Ergebnisse, ausgedriickt als relative Aktivitat des jeweiii- 
gen Substrats, sind nachstehend angegeben: 

Substrat Relative Aktivitat (°/o) 

Sarcosin 100,0 

Cholin 0 

Serin 0 

Threonin 0 

Alanin 0 

Valin 0 

N-Methylethanoiamin 0 

N-Dimethylethanolamin 0 



(c) Optimaler pH: Um den EinfluB des Enzyms auf das 4-Aminoantipyrin-Phenol-Peroxidase-Chromophor- 
system zu vermeiden, wird das erzeugte Formaidehyd quantitativ bestimmt durch die Acetyl-Aceton-Me- 
thode. Dabei wurde festgestellt, daB der optimale pH-Bereich der Sarcosinoxidase in der Nahe von 8,0 bis 
9,5 liegt Die verwendeten Puffer waren Dimethylglutarsaure-Puffer (pH 4 bis 7), Phosphatpuffer (pH 6 bis 
8), Tris-chlorwasserstoffsaure-Puffer (pH 7,5 bis 9), Glycin-Natriumhydroxid-Puffer (pH 9 bis 10) und 
Natriumcarbonat-Natriumborat-Puffer (pH 10 bis 1 1). 

(d) IsoelektrischerPunkt:4,7 ±0,1 (Elektrophorese unter Verwendung von Trager-Ampholin), 

(e) Molekulargewicht (bestimmt mit der Gelfiltrationsmethode): 40 000 ±4000. 

(f) Thermische Stabilitat: 0,5 mi 10 mMol Tris-chlorwasserstoffsaure-Puffer (pH 8,0), enthaltend 20 pg/ml 
des enzymatischen Proteins, werden bei einer konstanten Temperatur stehengelassen. Dann wird die 
enzymatische Aktivitat der Losung gegeniiber Sarcosin gemessen gemaB dem oben beschriebenen Verfah- 
ren. Man stellt fest, daB die Losung 100% Aktivitat erhalten hat, selbst nach Behandlung bei40* C 

(g) Optimale Temperatur: Die enzymatische Aktivitat gegenflber Sarcosin wurde bei verschiedenen Tem- 
peraturen gemaB der oben beschriebenen Methode zur Besthnmung der Sarcosinoxidase-Aktivitat gemes- 
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sen, Dabei findet man, daB die optimale Temperatur in der Nahe von 50° C liegt. 

(h) pH-Stabilitat: Pufferlosungen des Enzyms mit untersehiedlichen pH-Werten werden hergestellt Die 
verwendeten Puffer sind Dimethylglutarsaure-Puffer (pH 4 bis 7), Phosphatpuffer (pH 6 bis 8), Tris-ehlor- 
wasserstoffsaure- Puffer (pH 7,5 bis 9), Glycin-Natriurnhydroxid-Puffer (pH 9 bis 10), Natriumcarbonat-Na- 
triumborat-Puffer (pH 10 bis 11). Zu 0,1 nil des jeweiligen Puffers gibt man 100 jxl der Enzymidsung (die 5 
enzymatische Proteinkonzentration betragt 1 00 ug/ml) und laBt die Mischung 60 min bei 37° C stehen. Dann 
setzt man 0,3 ml 1,0 mMol Tris-chlorwasserstoffsaure-Puffer (pH 8,0) zur Einstellung des pH-Wertes zu. 
20 u.1 ernes Aliquots dieser Losung gibt man zu der Reaktionsfliissigkeit, urn deren enzymatische Aktivitat 
gegenuber Sarcosin nach der oben beschriebenen Methode zu bestimmen. Dabei stellt man fest, daB in der 
Nahe von 6,0 bis 10,0 pH-Stabilitat vorliegt 10 



In der vortiegenden Beschreibung werden Aminosauren, Peptide, Nucleinsauren und Nucieinsaure-verwandte 
Verbindungen gemaB den herkommlichen Standards auf diesem Gebiet abgekurzt. Einige Beispiele der Abkur- 
zungen sind nachstehend angegeben. Ferner beziehen sich alle Bezeichnungen der Aminosauren auf die L-Iso- 



meren. 
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DNA 


= Desoxyribonucleinsaure 




RNA 


= Ribonucleinsaure 




A 


= Adenin 




T 


= Thymin 
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G 


= Guanin 




C 


■» Cytosin 




Ala 


= Alanin 




Arg 


= Arginin 




Asn 


— Asparagin 
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Asp 


= Aspartat 




Cys 


-» Cystein 




Gin 


= Glutamin 




Glu 


= Glutamat 




Gly 


= Glycin 


30 


His 


«« Histidin 




He 


= Isoleucin 




Leu 


= Leucin 




Lys 


= Lysin 




Met 


= Methionin 
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Phe 


» Phenylalanin 


Pro 


= Prolin 




Ser 


— Serin 




Thr 


= Theronin 




Trp 


= Tryptophan 
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Tyr 


» Tyrosin 




Val 


- Valin. 





Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung, ohne sie zu beschranken. 45 

Beispiele 
Beispiel 1 

50 

(Herstellung von Chromosom-DNA) 

Chromosom-DNA wird asu Bacillus sp. B-0618 (FERM BP-0750) nach dem folgenden Verfahren hergestellt, 
Der Stamm wird iiber Nacht in einem normalen Bouillon-Medium, enthaltend 0,5% Natriumthiosulfat, bei 37° C 
unter Schutteln kultiviert. Die kultivierte Bruhe wird 10 min bei 3000 U/min zentrifugiert, urn die Bakterien zu 55 
sammeln. Diese werden in 5 ml einer Losung suspendiert, die 10% Saccharose, 50 mMol Tris-chiorwasserstoff- 
saure (pH 8,0) und 50 mMol EDTA enthalt. Zu der Suspension gibt man 1 ml Lysozymlosung (10 mg/ml) und halt 
die Mischung 15 min bei 37°C. Anschliefiend erfolgt die Zugabe von 1 ml 10%igem SDS (Natriumdodecylsulfat). 
Ein gleiches Volumen einer Losungsmittelmischung von Chloroform und Phenol (1 : 1) wird zu der Suspension 
gegeben und das Gemisch wird geruhrt und 3 min bei 10 000 U/min zentrifugiert, urn Wasser und Losungsmittel- eo 
schichten abzutrennen. Zu der zurtickgewonnenen Wasserschicht gibt man vorsichtig das zweifache Volumen 
Ethanol und riihrt das Gemisch langsam mit einem Glasstab, um zu bewirken, daB sich die DNA um den Stab 
wickelt Die auf diese Weise abgetrennte DNA wird in 10 ml einer Losung aufgelost, die 10 mMol Tris-chlorwas- 
serstoffsaure (ph 8,0) und 1 mMol EDTA enthalt (eine derartige Losung wird im folgenden als "TE" bezeichnet). 
Diese Losung wird mit einem gleichen Volumen des Chloroform-Phenol (1 : 1)-L6sungsmittelgemisches behan- 55 
delt und erneut zentrifugiert, um die Wasserschicht zu isolieren. Zu dieser gibt man das zweifache Volumen 
Ethanol, und die DNA wird wiederum auf die oben beschriebene Weise abgetrennt Diese schlieBlich erhaltene 
DNA wird in 2 ml TE aufgelost. 
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Beispiel 2 

(Herstellung von pACYC 184-Plasmid-DNA) 

Escherichia coli pMl91, welches P ACYC184 trlgt [J- Bacteriol, %»«f ^.^SS £1! 
Bffl Medium ftiereestellt von Difco Co.) unter Schiitteln kultiviert Wenn die Trtibung der Brute den Wert 
Oj£T- 10 ^pTctlnomycm zugesetzt, so daB eine Endkonzentration der Bruhe 300 pg/ml 

SESt TDaf SdSSb te Se bei 37° C wird nundestens 16 h f ortgesetzt Nach Beendigung der K*"»"F 
Sffe Bruhe 10 mS bei 3000 U/mln zentrifugiert, urn Bakterienzellen zu sammeln D^aus wu-d die Ptomd- 
DNA nach™er Lysozym-SDS-Methode und der Casiumchlorid-Ethidiumbromid-Methode [Maniatts et al. Mole- 
cular Cloning, 86-94, Cold Spring Harbor (1982)] hergestellt 

Beispiel 3 

[Aufbau von Plasmid pOXIlOl mit Sarcosinoxidase(SOX)-Gen] 

ti\ Fc wird eine Mischune hergestellt aus 2 pi (etwa 0,5 pg) Bacillus sp. B-0618-chromosomaler DNA, herge- 
stia SSl^fSo Konzentration ES-Verdauungspuffer [500 inMo4Tns. 

trSnTe^en m iSaSe^v^rmS und zldem Gemisch gibt man 0 1 Vol. 3M Natriumacetat .A^eBend 
Xd d?e Sng^it einem gleichen Volumen einer CMoroform-PhenoI-Losungs™^^ und 
Shigiert, um die Wasserschicht zurtickzugewinnen. Dazu gibt man das ^erfache V ofam en Etk «md.D»e 
DNAwhd durch Zentrifugieren gefallt und im Vakuum getrocknet Die J ett °f^££^^ 
aufgelost Dazu gibt man 10 pi der lOf achen Konzentration ^gationspnffer [0| Mol 

7 nH 7 6 \ o 1 Mol MeCb 0.1 Mol Dithiotbreit 10 mMol Spermidm, 10 mMpl ATP) und 1 plT4 DNA -ugase^i/o 
EteheSn/pI^tglfSlI vor J¥akara Shuzo Co. Ltd.) und vermischt das Ganze. ftS^*"^ ^fj 
bei 4°C stehenglassen. Diese DNA-Losung wird mit einer Chloroform-Phenol-MKchung behandelt und die 
DNA wird durch Ethanol ausgef allt, im Vakuum getrocknet und in 10 u TCaugetost Research Institute) 

m Escherichia coli DH1 (Stamm Nr. ME8569 ; zur Verfugung gesteUt von National Ge ^ e / e ^f/ c n ft ^T„ 
wMinlTOmlBHlWum (Brain Heart Infusion, hergesteUt von Difco Co.) kultiviert, und die^ZeHe^ 

Sgartonn-sc^nWachstuW 

£ 4n nVl Hner eiskalten Losune suspendiert, die 30 mMol Kaliumacetat, 100 mMol RbO, lO pMol 
Sm^lS 2 und 5%G^ 

zurtn5eJnung ^d« t)berst Jds zentffugiert Die Zellen werden in 4 ml einer eh kaken J««25CSSS 
5 mMol MOPS-Pufi er (hergestellt von Dotite Co.), 75 mMol CaCl 2 , 10 mMol RbCI und 15% Glycenn (pH 6,5) 
enthTDfe Suspension wkd 15 nm^ 

(3) Zu 200 ul aer obigen Escherichia con-Suspension gibt man 10 pi de r m . der obigen agfflgfSneS 
DNA T^iins Die Mischune wird 30min bei 0°C stehengelassen und dann mit 1 ml BHl-Medium yerseizt 
Dk« ToSch^rd 90 mta bei37°C gehalten, 100 pi Aliquot der Mischung wird auf einer BHI-Agarplatte mit 
SS^lSndo (15 pg/ml) ausgebreitet "und fiber Nacht bei 37° C kultiviert, um Transformanten zu 
"eu^n^ 

5g Pepton, 2g Fleischextrakt, 5g Hefeextrakt 1 g NaCl, l g WMi 0,5 gM gSO ^OO ffi^rondase 0,1 g 
Dianisidin, 9 g Sarcosin, 15 g Agar, 1 1 destilliertes Wasser; pH 7,0), und es erfolgt eine weitere Kultmerung fiber 

N P?ripherien C von vier Kolonien unter etwa 6000 Transformanten hatten sic^a s chwarz(charcoal)gef ^ Einer 
der v"ef ISSuIe^Jrde als Escherichia coli DH1 pOXHOl bezeichnet Nach Reungung wu-d dieser Stamm in 
ekem BHI-Medium liber Nacht bei 37° C kultiviert und PlasmM-DNA wd auf g^SS^SSEStt 
hergestellt. Das Plasmid, welches das Sarcosinoxidase-Gen und das pACYC 184-Gen enthalt, wird ais pu^uui 
bezeichnet 

Beispiel 4 

[Kartierung von pOXHOl und Subklomrag] 

Ein pOXIlOl-DNA-Spaltungsplan wird hergestellt unter Verwendung der Restriktronsendonucle^asen ClaL 
TW S^I Smal und Xhol (alle von Takara Shuzo Co. Ltd.). Die Ergebnisse sind m Fig. 1 gezeigt Em 
E^RI S cS gl^gSnlSLd zwei Xhol-Stellen, dai aus ^f^J^^^SSS) 
EcoRI-Clal 43kb-Fragment, das aus pBR 322 erhalten wurde, werden auf t^x^ ^J^^l' 

Srgett^ 

tion und Screening nach Transformation, um einen Sarcosinoxidase erzeugenden Kor izu ™en. Der Kton 
wird als Escherichia coli DHI pOXI103 (PERM P-9494) bezeichnet Erne Plasmid-DNA wird aus d esem itamm 

Plasmid unter Verwendung der Restriktionsendonucleasen Clal, Hpal, Sail, fmal und Xhol (alle ^on ^cara 
Shu ™ Co! Ltd.) hergesteul Dieser Plan ist in Fig. 2 dargestellt. Man stellt fest daB gemaB diesem Plan ein 
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Abschnitt von EcoRI durch die Nach barschaft von Xhol, enthaltend eine Smal-Stelle, fehlt Dieser Escherichia 
coli DHI pOXI103 wird uber Nacht in einem BHI-Medium bei 37° C kultiviert und die Sarcosinoxidase-Produkt- 
ivitat wird gemaB der oben erwahnten Sarcosinoxidase- Aktivitat-MeBverfahren bestirnmt Man stellt fest, daB 
der Starnm 2 E/m! Sarcosinoxidase erzeugt Die Basensequenz der DNA mit einem Gehalt an Sarcosinoxidase 
wird gemaB der Didesoxy-Methode bestirnmt imter Verwendung des M13-Phagen [Science, 214, 1205—1210 
(1981)]. Fig. 3 zeigt die Basensequenz des Sarcosinoxidase-Gens und die Aminosauresequenz der Sarcosinoxida- 
se. 

Beispiel 5 
[Herstellung der Sarcosinoxidase] 

Escherichia coli DHI pOXI103 wird 18 h in 20 ml BHI-Medium unter Beluftung/RUhren bei 37° C unter 
Verwendung eines 30 1 Tankfermenters kultiviert Die kultivierten Bakterien werden durch lOmimitiges Zentri- 
fugieren bei 5000 U/min gesammelt. Die Sarcosinoxidase-Produktivitat erreicht 4,6 E/ml. Die Bakterien werden 
mit 2 1 physiologischer Salzlosung gewaschen und in 2 1 10 mMol Phosphatpuffer (pH 7,5) suspendiert. Zu der so 
hergestellten Suspension gibt man Lysozymchlorid und EDTA-2Na mit einer Endkonzentration von 0,1% bzw. 
2mMoL Nach 60miniitiger Inkubation bei 37° C unter Ruhren wird das Gemisch lOmin bei 15 000 U/min 
zentrlfugiert und 1,8 1 des resultierenden Oberstands werden gesammelt. 

Zu dem Oberstand gibt man 1,8 1 gesattigte Ammoniumsulfatiosung, urn ein Prazipitat zu bilden. Das Prazipi- 
tat wird durch Zentrifugieren bei 1200 U/min wahrend 10 min gesammelt, in 300 ml 10 mMol Phosphatpuffer 
(pH 7,5) aufgelost und dann auf eine Sephadex G-25(Warenbezeichnung)-Saule gegeben, die mit 10 mMol 
Phosphatpuffer (pH 7,5) aquilibriert wurde. Es wird eine Entsalzung durchgefuhrt. AnschlieBend wird die 
entsalzte Losung einer DEAE-Cephallose CL-6B4onenaustauschchromatographie unterworfen, wobei die akti- 
ve Fraktion gesammelt wird. Diese Fraktion wird entsalzt und gefriergetrocknet. Man erhalt 0,807 g eines 
pulverformigen Produkts. Die Ausbeute erreicht 36%, wobei die spezifische Aktivitat des Produkts 41 E/mg 
betragt. 

Das Molekulargewicht der Sarcosinoxidase, die hergestellt wurde, wird durch die Gelfiltrationsmethode 
bestirnmt. Dabei findet man ein Molekulargewicht von etwa 40 000. Dieses Molekulargewicht ist fast das gleiche 
wie das aus der Aminosauresequenz der Substanz berechnete. 

Mit der vorliegenden Erfindung wurde das Sarcosinoxidase-Gen aufgeklart sowie die Basen- und die Amino- 
sauresequenz der Sarcoinoxidase. Dartiber hinaus stellt die vorliegende Erfindung ein effizientes Verfahren zur 
Herstellung von Sarcosinoxidase zur Verfiigung, und zwar unter Verwendung des Sarcosinoxidase-Gens und 
basierend auf verschiedenen Genetic Engineering Techniken. 
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10 20 30 40 50 60 

ATGAGCACAC ATTTTGATGT CATCGTTGTT GGAGCTGGAT CAATGGGAAT GGCGGCAGGT 

70 80 90 100 110 120 

TATCAATTAG CAAAGCAAGG AGTCAAAACA TTATTAGTGG ATGCATTTGA TCCGCCGCAT 

130 140 150 160 170 180 

ACAAACGGAA GCCATCACGG TGATACTCGT ATCATCCGCC ATGCTTACGG TGAGGGAAGA 

190 200 210 220 230 240 

GAATATGTTC CTCTTGCATT AAGATCACAA GAGTTATGGT ATGAACTAGA AAAAGAAACA 

250 260 270 280 290 300 

CACCATAAAA TATTCACGAA AACGGGCGTA CTCGTATTTG GTCCTAAAGG TGAATCGGCT 

310 320 330 340 350 360 

TTCGTTGCAG AAACGATGGA AGCGGCAAAG GAACATTCAT TGACTGTTGA TTTACTGGAA 

370 380 390 400 . 410 420 

GGTGATGAAA TAAATAAGCG TTGGCCGGGT ATAACGGTTC CGGAAAACTA CAATGCTATT 

430 440 450 460 470 480 

TTCGAACCGA ACTCAGGTGT ATTATTCAGT GAAAATTGTA TTCGTGCCTA CCGCGAGTTA 

490 500 510 520 530 540 

GCTGAAGCGC GAGGTGCTAA AGTTCTAACA CATACACGCG TTGAGGACTT TGACATTTCA 

550 560 570 580 590 600 

CCGGACTCAG TCAAAATCGA AACAGCAAAT GGATCATACA CAGCTGATAA ATTAATTGTT 

610 620 630 640 650 660 

AGCATGGGAG CTTGGAATAG CAAACTACTT TCAAAACTAA ATCTTGACAT CCCATTACAG 

670 680 . 690 700 710 720 

CCATATCGTC AAGTGGTAGG TTTCTTTGAA TCCGATGAAT CAAAGTATAG CAATGATATT 

730 740 750 760 770 780 

GATTTCCCAG GATTCATGGT TGAAGTGCCA AATGGTATTT ATTACGGATT CCCAAGCTTC 

790 800 810 820 830 840 

GGCGGCTGTG GATTGAAACT AGGATATCAT ACGTTCGGGC AGAAAATTGA GCCTGATACA 

850 860 870 880 890 900 

ATTAATCGCG AATTTGGCGT TTATCCAGAA GATGAAAGTA ATCTTCGCGC TTTCTTGGAA 

910 920 930 940 950 960 

GAATATATGC CAGGAGCAAA TGGAGAGTTA AAAAGAGGGG "CAGTCTGCAT GTACACGAAA 

970 980 990 1000 1010 1020 

ACATTAGATG AACATTTCAT TATAGACTTA CATCCTGAAC ATTCCAACGT AGTCATCGCT 
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1030 1040 1050 1060 1070 1080 

GCCGGCTTCT CTGGCCATGG ATTTAAGTTT TCCAGTGGAG TTGGTGAAGT GCTAAGTCAA 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 

TTAGCTTTAA CTGGTAAAAC AGAGCACGAT ATTTCAATCT TCTCCATTAA CCGTCCTGCT 

1150 1160 1170 

TTGAAAGAAT CGTTACAAAA AACAACTATC 
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10 20 30 40 50 GO 

ATGAGCACACATTTTGATGTCATCGTTGTTGGAGCTGGATCAATGGGAATGGCGGCAGGT 
MetSerThrHisPheAspVallleValValGlyAlaGlySerMetGlyMetAlaAlaGly 

70 80 90 100 110 120 

TATCAATTAGCAAAGCAAGGAGTCAAAA'CATTATTAGTGGATGCATTTGATCCGCCGCAT 
TyrGlnLeuAlaLysGlnGlyValLysThrLeuLeuValAspAlaPheAspProProHas 

130 140 150 160 170 180 

ACAAACGGAAGCCATCACGGTGATACTCGTATCATCCGCCATGCTTACGGTGAGGGAAGA 

190 200 210 220 230 240 

GAATATGTTCCTCTTGCATTAAGATCACAAGAGTTATGGTATGAACTAGAAAAAGAAACA 
GluTyrValProLeuAlaLeuArgSerGlnGluLeuTrpTyrGluLeuGluLysGluThr 

250 260 270 280 290 300 

310 320 330 340 350 360 

TTCGTTGCAGAAACGATGGAAGCGGCAAAGGAACATTCATTGACTGTTGATTTACTGGAA 
PheValAlaGluThrMe tGluAlaAlaLysGluHisSerLeuThrValAspLeuLeuGlu 

370 380 390 400 410 420 

GGTGATGAAATAAATAAGCGTTGGCCGGGTATAACGGTTCCGGAAAAC 
GlyAspGluIleAsnLysArgTrpProGlylleThrValProGluAsnTyrAsnAlalle 

430 440 450 ' 460 470 480 

TTCGAACCGAACTCAGGTGTATTATTCAGTGAAAATTGTATTCGTGCCTACCGCGAGTTA 
PheGluProAsnSerGlyValLeuPheSerGluAsnCysIleArgAlaTyrArgGluLeu 

490 500 510 „ 520 530 540 

GCTGAAGCGCGAGGTGCTAAAGTTCTAACACATACACGCGTTGAGGACTTTGACATTTCA 
AlaGluAlaArgGlyAlaLysValLeuThrHisThrArgValGluAspPheAspIleSer 

550 560 570 580 590 600 

CCGGACTCAGTCAAAATCGAAACAGCAAATGGATCATACACAGCTGATAAATTAATTGTT 
ProAspSerValLysIleGluThrAlaAsnGlySerTyrThrAlaAspLysLeuIleVal 

610 6?0 630 640 650 660 

AGCATGGGAGCTTGGAATAGCAAACTACTTTCAAAACTAAATCTTGACATCCCATTACAG 

Se rMe tG lyAlaTrpAsnSe rLysLeuLeuSe rLysLeuAsnLeuAsp I leProLeuGIn 

B70 680 690 700 710 720 

CCATATCGTC AAGTGGT AGGTTTCTTTG A A TCCG ATG A ATC A A AGT ATAGC A ATG AT ATT 
ProTyrArgGlnValValGlyPhePheGluSerAspGluSerLysTyrSerAsnAspIle 

730 740 750 760 770 780 

GATTTCCCAGGATTCATGGTTGAAGTGCCAAATGGTATTTATTACGGATTCCCAAGCTTC 
AspPheProGlyPheMetValGluVaiProAsnGlylleTyrTyrGlyPheProSerPhe 
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790 800 810 820 830 . 840 

GGCGGCTGTGGATTGAAACTAGGATATCATACGTTCGGGCAGAAAATTGACCCTGATACA 
GlyGlyCysGlyLeuLysLeuGlyTyrHisThrPheGlyGlnLysIleAspProAspThr 

850 860 8.70 880 890 900 

ATTAATCGCGAATTTGGCGTTTATCCAGAAGATGAAAGTAATCTTCGCGCTTTCTTGGAA 
IleAsnArgGluPheGlyValTyrProGluAspGluSerAsnLeuArgAlaPheLeuGlu 

910 920 930 940 950 960 

GAATATATGCCAGGAGCAAATGGAGAGTTAAAAAGAGGGGCAGTCTGCATGTACACGAAA 
GluTyrMe tProGlyAlaAsnGlyGluLeuLysArgGlyAlaValCysMe tTyrTh rLys 

970 980 990 1000 1010 1020 

ACATTAGATGAACATTTCATTATAGACTTACATCCTGAACATTGCAACGTAGTCATCGCT 
ThrLeuAspGluHisPhe I le I leAspLeuHijsProGluHisSe rAsnValVa 1 1 leAla 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 

GCCGGCTTCTCTGGCCATGGATTTAAGTTTTCCAGTGGAGTTGGTGAAGTGCTAAGTCAA 
AlaGlyPheSerGlyHisGlyPheLysPheSerSerGlyValGlyGluValLeuSerGln 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 

TTAGCTTTAACTGGTAAAACAGAGCACGATATTTCAATCTTCTCCATTAACCGTCCTGCT 
LeuAlaLeuThrGlyLysThrGluHisAsp 1 1 eSe r I lePheSe r I ieAsnArgProAla 

1150 1160 1170 

TTGAAAGAATCGTTACAAAAAACAACTATC 
LeuLysGluSerLeuGlnLysThrThr He 



